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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　論　文　内　容　の　要　旨

　ヒト絨毛の構成細胞であるtrophoblastはその母体面付着部位においてextravillous trophoblast (ＥＶＴ)に分化し，浸潤

能を獲得する。浸潤能を獲得したＥＶＴは脱落膜内の母体動脈へ浸潤し，血管内皮や平滑筋を置換して血管抵抗を減弱する

ことにより胎盤循環の確立に重要な役割を果たしている。一方でそれ以外のＥＶＴは子宮筋層浅部に到達するまでにある

いは妊娠中期に至るまでに浸潤を停止する。このようにＥＶＴの浸潤は癌細胞と異なり合目的で巧妙に調節されているが，

その浸潤停止を制御する機構については十分に解明されていない。

　本研究ではＥＶＴの浸潤調節機構を解明する目的で，単クローン抗体作成法を用いてヒトＥＶＴに発現している分子を捉

えることを試みた。患者の同意のもと，正常分娩時に得られた卵膜からヒトＥＶＴで構成されている滑平絨毛膜(ｃｈｏｒｉｏｎ

laeve)層を分離し，細切後にＢＡＬＢ/ｃマウスに免疫して単クローン抗体を作成した。免疫組織染色法を用いてスクリーニ

ングした結果，ヒトＥＶＴに特異的に染色される数種類のクローンが得られた。それらの抗体の中からヒト絨毛癌細胞由来

株であるＢｅＷｏ細胞の浸潤を抑制したクローンＣＨＬ-3を選択し，その抗原蛋白を胎盤から精製して部分アミノ酸配列を

解析したところ, integrin a5の配列と一致した。そこで婦人科疾患の治療目的で妊娠初期に子宮を摘出した症例から患者

の同意のもとに採取した胎盤組織を用いてＣＨＬ-3の特異性を他の抗integrin a5であるSAMlおよびP1D6と２重染色法

で比較した。その結果ＣＨＬ-3の染色はSAMlおよびP1D6とほぼ一致し，ＥＶＴに特異的に反応することが確認された。

さらにＢｅＷｏ細胞および患者同意のもとに妊娠中絶時に得られたヒト培養ＥＶＴを用いてflow cytometry法で解析したと

ころ，ＣＨＬ-3はこれらの細胞膜へ反応し，その反応はP1D6によって完全に抑制されることが示された。またＣＨＬ３は

P1D6と同様にＢｅＷｏ細胞およびヒト培養ＥＶＴのfibronectinに対する接着を抑制することが判明した。これらの結果か

らＣＨＬ３はfibronectinへの結合を抑制するヒトintegrin a5に対する特異的な機能抗体であると結論付けられた。

　Integrin a5がヒトＥＶＴに発現しその浸潤機構に重要な役割を演じている可能性については既に報告されていたが, in-

tegrin a5β1とfibronectinの相互作用がＥＶＴの浸潤を先進するか抑制するかについては研究者によって異なる結果が示さ

れており一定の結論に達していなかった。そこで本研究では得られたintegrin a5に対する機能抗体ＣＨＬ-3を使用して，

ＥＶＴの浸潤に対するintegrin a5 b1 とfibronectinの相互作用の役割ついてさらに検討した。その結果Matrigel invasion

assayでfibronectinの存在下にヒト培養ＥＶＴの浸潤が先進すること，またＣＨＬ－３が細胞増殖やMatrix Metallop-

roteinase-2および9の分泌能を変えることなくＥＶＴの浸潤を抑制することが示され, integrin a5 とfibronectinの相互作用

がＥＶＴの浸潤を先進することが確認された。さらにＣＨＬ-3はfibronectinの非存在下においてもＥＶＴの浸潤を抑制する

ことが示され, fibronectinを介さないintegrin a5によるＥＶＴの浸潤調節機構の存在が示唆された。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　論文審査の結果の要旨

ヒト絨毛のtrophoblastから分化したExtravillous trophoblast（ＥＶＴ）は，脱落膜内の母体動脈へ浸潤する胎盤循環の確
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立に不可欠な胎児由来細胞であるが，その浸潤制御機構は十分に解明されていない。

　本研究ではＥＶＴの浸潤調節機構を解明する目的で単クローン抗体を作成してヒト絨毛癌細胞由来株ＢｅＷｏ細胞の浸潤

を抑制する抗体ＣＨＬ-3を得た。この抗原蛋白を胎盤から精制して部分アミノ酸配列を解析したところintegrina5の配列と

一致した。さらに他の抗integrina5抗体を用いて解析したところ，ＣＨＬ-3はintegrina5と特異的に反応し, integrina5と

fibronectinの結合を抑制することが判明した。そこでヒトＥＶＴの浸潤に対するintegrina5とfibronectinの相互作用を検

討したところ, fibronectinの存在下でＥＶＴの浸潤が先進すること，一方でＣＨＬ-3は細胞増殖やプロテアーゼの分泌能を

変えることなくＥＶＴの浸潤を抑制すること示され, integrina5とfibronectinがＥＶＴの浸潤制御に重要であることが確認

された。さらにＣＨＬ－3はfibronectinの非存在下においてもＥＶＴの浸潤を抑制すること示され, integrina5による

fibronectinを介さないＥＶＴの浸潤調節機構の存在が示唆された。

　以上の研究は生殖医学の解明に貢献し，ヒト胎盤形成異常疾患の治療法開発に寄与することが多い。したがって，本論文

は博士(医学)の学位論文として価値あるものと認める。

　なお，本学位授与申請者は，平成19年１月29日実施の論文内容とそれに関連した試問を受け，合格と認められたものであ

る。
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